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論 文 内 容 要 旨
水銀は非常に有用な金属であ り,古 くから様々な用途に利用 されてきた。 しか し毒性 も強 く,人類が水
銀 を利用 し始めてか らの長い歴史の過程において多 くの水銀毒例が知 られている。メチル水銀は容易に血
液脳関門を通過 し,重篤な中枢神経障害をもた らすが,そ の毒性発現機構およびそれに対する防御機構は
ほとんど解明されていない。またメチル水銀に対する感受性には比較的大 きな個体差があると考えられて
いるが,そ の感受性決定要因も全 く不明である。本研究では,メチル水銀毒性の細胞内標的 とその防御機
構 を明らかにするために,出芽酵母(3accharomyoescerevf8fae)を用いてメチル水銀耐性 に関わる遺伝子
の検索を試みた。酵母は実験材料としても有用な生物であり,遺伝子工学的手法 も確立されている。また,
酵母は真核単細胞生物であ り,遺伝子産物にはヒ トなどの哺乳動物 と機能的に共通するものが多い。 した
がって,酵母を用いた遺伝子検索により見出される細胞因子がヒ トにも共通して存在することが期待でき
る 。
◆Cdc34はメチル水銀耐性因子である。
酵母 にメチル水 銀耐性 を与 える細胞内 因子の検 索を行 い,ユ ビキチ ン転移酵 素 ファミリーの 中の1つ で
あ るCdc34(Ubc3)の高発 現が酵母 にメチ ル水銀 に対す る耐性 を与 え るこ とを新 た に見 出 した。 この
Cdc34高発現酵母 はメチル水銀以外 に も他の水銀化合物(HgCl2やpCMB)やパ ラコー ト,CdCl2に対 して
耐性 を示 した。 このCdc34が関与す るユ ビキチ ン プーロテ アソー ムシス テムは蛋 白質 の選択 的分解 を担 う
重 要な細胞 内機能 の一 つであ り,短 寿命蛋 白質や異常蛋 白質 をEl(ユ ビキチ ン活性化酵素)/E2(ユ ビ
キチ ン転 移酵素)/E3(ユ ビキチ ンリガーゼ)と よばれ る酵素群 に よってユ ビキチ ン化(ユ ビキチ ンを
結合 させ る)し たのちに,26Sプロテア ソームによ りATP依存的 に分解 する ことが知 られている。
◆Cdc34のユ ビキチン転移反応 がメチル水銀耐性に必須 である。
まず,Cdc34のメチ ル水銀耐性 に必要 なdomainを検索す るため,Cdc34のユ ビキチ ン結合部位 である
cysteineをalanineに置換 したmutantを作製 した ところ,こ のmutantを高発現 させ た酵母 はメチル水銀 に
対 して耐性 を示 さなか った。 このこ とか ら,Cdc34とユ ビキチ ンとの結合がメチル水銀耐性 に必要であ る
可能性が考 えられる。 しか し,高 発現 したCdc34のユ ビキチ ン結合部位で あるcysteineにフ リーの メチル
水銀が トラ ップされて,細 胞 内のフ リーの メチル水銀濃度が減少 し,そ の結果 としてメチル水銀の毒性発
現が抑制 され るとい う可能性 も否定で きない。Cdc34がE2としてユ ビキチ ン転 移機能 を示すため にはE3
との結合お よびglutamatelO9,aspartatell1,glutamate113の三つのア ミノ酸が必須 とされている。そ こで,
ユ ビキチ ン結合部位のcysteineは保持 し,E3結合領域 を欠損 させ たmutant,あるい は三つのア ミノ酸 を
すべ てalanineに置換 させ たmutantをそれぞれ高発現 させた酵母を用 いてメチル水銀 に対す る感受性 を調
べ た。その結果,い ずれのmutantを高発現 させた酵 母 もメチル水銀 に対 して耐性 を示 さなか った。一方,
これ らの酵母内でユ ビキチキ ン化 された蛋 白質の総量 を測定 したところ,Cdc34高発現酵母で はユ ビキチ
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ン化蛋 白質量がcontrol酵母 に比べて著 しく高か ったが,メ チ ル水銀 に対 して耐性 を示 さなかったCdc34
のmutantを高発現 させ た酵母ではユ ビキチ ン化 蛋白質量がcontrol酵母 とほ とん ど同程度であ った。以上
の結果は,Cdc34高発現 によるメチル水銀耐性 には,Cdc34がユ ビキチ ンお よびE3と 結合す る ことが必
要である ことを示 してお り,Cdc34のE2としての機 能であるユ ビキチ ン転移反応がメチル水銀耐性 に必
須 である と考 えられる。
◆メチル水銀毒性 は蛋 白質のユ ビキチン化の促進 によって軽減 される。
一方,E2は,遺 伝子 ファ ミリー を形成 してお り,出 芽酵母で は我々が メチル水銀耐性因子 として見 出
したCdc34以外 に も,12個のE2様 遺伝子が 同定 されてい る。そ こで,E2蛋 白質で あるUbc4,Ubc5また
はUbc7を高発現す る酵母 を作 製 し,メ チ ル水銀 に対 す る感 受性 について検討 した ところ,Cdc34高発現
酵母 よりその程 度は劣 る ものの,Ubc4,Ubc5またはUbc7高発現酵 母において もメチル水銀耐性が認 め ら
れた。 ここで認め られる耐性度 の差 は,恐 ら く各E2分 子種 の基質特異性 の差 を反 映 している もの と考 え
られ る。 さらに,こ れ らの酵母内のユ ビキチ ン化蛋 白質量 を調べ た ところ,メ チル水銀 に対 して耐性 を示
したE2の 分子種 を高発現 させた酵母 において もユ ビキチ ン化蛋 白質量の増加が認 め られた。一方,ユ ビ
キチ ンシステムにはE2以 外 に もE1(Ubal)およびE3複 合体(Cdc53,Skp1,}丑t1)が関与 している。 これ
ら酵素群 に関 して も同様 に検 討 した ところ,E1高 発現酵母 でのみ僅 か なメチル水 銀耐性が認 め られ た。
またこれ らの酵母内のユ ビキチ ン化蛋 白質量 を調べ た ところ,E2で あるCdc34を高発現 している酵母の
みで,顕 著 な上昇が認 め られた。以上 の結果 は,E2が ユ ビキチ ン化 反応 の律 速蛋 白質である可能性 を初
め て示唆す る もの であ り,E2の 高発現 は細胞 内における蛋 白質のユ ビキチ ン化 を促 進 させ る ことによっ
て,メ チル水銀毒性 に対 して防御的 に作用 する もの と考 えられる。
◆メチル水銀耐性 にはプ ロテアソーム によるユ ビキチ ン化 蛋 白質の分解が必須である。
ユ ビキチ ン化 された標 的蛋 白質 は最終 的にプロテア ソーム に認 識 されて速 やか に分解 され る。そ こで,
プロテ アソームに よる分解がCdc34高発現 に よるメチ ル水銀耐性獲得 にお よぼす影響 を検討 した ところ,
プロテア ソーム阻害剤 存在下 ではCdc34高発現 によるメチル水銀耐性が認 め られ な くな った。 さらに,遺
伝 子変異 に よって低 プロテア ソーム活性 を示す酵母(WCG4-11a)がcontrol酵母(WCG4a)に比べ て高
い メチル水銀感受性 を示す ことも確認 され た。 これ らの結果 か ら,Cdc34高発現 によるメチル水銀耐性 に
はプ ロテアソームによるユ ビキチ ン化蛋白質の分解が必須 である と考 え られ る。
以上の結果 か ら,ユ ビキチ ン プーロテアソーム システムが関与す るメチル水銀 の毒性発現機構 お よびそ
れ に対 する防御機構 として以下の ような可能性が考 えられ る。すなわち,あ る種の特定 な蛋 白質が メチ ル
水銀 によって何 らかの修飾 を受け,こ の修飾蛋 白質が細胞 内に蓄積す ることによって細胞 障害が引 き起 こ
される。一方,メ チル水銀 によって修飾 を受 けた蛋 白質のユ ビキチ ン化 を介 した プロテア ソームでの分解
の促進 がメチル水銀毒性 に対 して防御 的に作用す る。 したがって,メ チル水銀 によ り分解が促進 され る蛋
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白質を同定することによって,メチル水銀毒性の発現機構が解明できる可能性がある。
◆ ヒ トのCdc34高発現細胞 はメチル水銀耐性 を示 す。
一 方,ヒ トな どの高等動物 において も,多 くのE2遺 伝子 が存在 するこ とが知 られ ている。そ こで,ヒ
トの α)(:34(hCDC342をHEK293細胞 に導入 し,hCdc34高発現細胞 を作製 してメチ ル水銀 に対 す る感
受性 を検 討 した ところ,hCdc34を高発現 させ た全 てのクロー ンが メチル水銀 に対 して耐性 を示 した。 こ
のこ とか ら,ヒ トにお いて もCdc34が関与するユ ビキチ ン プーロテ アソーム システムがメチル水銀 の毒性
軽減機構 として働いている可 能性が考 えられ る。 したがって,メ チル水銀 によって修飾 を受 けてユ ビキチ
ン化 され る標的蛋 白質 をヒ ト細胞 中で同定する ことによって,ヒ トにおけるメチル水銀 の細胞内標 的分子
が 明 らか になる もの と期待 され る。
◆メチル水銀 の標的 となる蛋白質 の同定
メチル水銀 によって何 らかの修飾 を受 けた後 に,ユ ビキチ ン プーロテア ソーム シス テムを介 して分解 さ
れ る蛋 白質 を同定す るために,二 次元電気 泳動 方法 によ りメチル水銀処理 で減少す る蛋 白質の検索 を行 っ
た。 なお細胞 は,全 ゲノム配 列が決 定 されていて蛋 白質の同定 を確 実 に行 うこ とがで きる酵母 を用 いた。
その結果,Ssb1(heatshockprotein70familyの一つ)と,Tef2(translationelongationfactorlalpha)を同定
す ることに成功 した。両蛋 白質 は共 にユ ビキチ ン化 され るとの報告 はな く,ま た,メ チル水 銀 との関係 に
つい て も全 く検討 されていない。現在 これ ら蛋 白質 のユ ビキチ ン化 とそれに対す るメチル水 銀の影響 につ
い て検討 中である。
これまでに,メ チル水銀毒性にユビキチンシステムが関与することを示唆するような報告はな く,本知
見はメチル水銀毒性の発現機構とそれに対する防御機構を解明するうえでの有力な手掛 りを提供するもの
である。
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審 査 結 果 の 要 旨
メチル水銀は人体 に重篤 な中枢神経 障害 をもた らすが,そ の毒1生発現機構お よびそれ に対す る防御機構
はほ とんど解 明 されていない。本研究 は出芽酵母(5acc惚o㎜ycescereγfsfae)を用いて メチル水銀耐性 に
関わる遺伝子 の検索 を試 み,ユ ビキチ ン プー ロテア ソーム シテムが メチ ル水銀毒性 に対 して防御 的 に作 用
す る とい う,こ れまで全 く知 られていなか った事実 を明 らか に した もので ある。
本論文で は,ま ず,酵 母 の遺伝子 ライブラ リー中か らメチル水銀耐性 を酵母 に与 ネる遺伝子 を検 索 し,
Cdc34を同定 す るこ とに成功 した。Cdc34はユ ビキチ ン転移 酵素 ファ ミリーの 中の1つ であ るCdc34
(Ubc3)をコー ドす る遺伝子 であ り,Cdc34が関与す るユ ビキチ ンシス テムはユ ビキチ ン活性化 酵素(E1),
ユ ビキチ ン転移酵 素(E2)及 びユ ビキチ ンリガーゼ(E3)で 構成 され,異 常蛋 白質 の分解等 に関与す る
ことが知 られている重要 な細 胞内機 能の一つであ る。 しか し,本 システムとメチル水銀 との関係 について
これ までに論 じた報告 はない。
本論文 では,Cdc34が酵母 にメチル水銀耐性 を与 える機構 を詳細 に検討 し,Cdc34が示すユ ビキチ ン転
移活性 がメチル水銀耐性 に必須であ ること,そ して,Cdc34をは じめ とす るE2が ユ ビキチ ン化反応の律
速酵素であ りE2の 高発現 のみで蛋 白質 のユ ビキチ ン化が促 進 され ること,さ らに,Cdc34の高発 現が細
胞内 における蛋 白質のユ ビキチ ン化 を促進 させ ることに よってメチ ル水銀毒性 に対 して防御的 に作用す る
ことを明 らかに してい る。一方,ユ ビキチ ン化 された標 的蛋 白質 は最終的 にプロテアソームに認識 されて
速やかに分解 されるが,本 論 文では,プ ロテアソーム阻害剤 や低 プロテアソーム活性 を示す酵母 を用い た
検 討 によ り,Cdc34高発現 によるメチル水銀耐性 にプロテア ソームによるユ ビキチ ン化蛋 白質 の分解が必
須である ことも明 らか に している。 これ らの結果 は,メ チル水銀が ある種 の特定 な蛋 白質に何 らかの修飾
を与え,こ の修飾蛋 白質が細胞 内に蓄積す ることによって細胞 障害が引 き起 こされる可能性 を示唆 してお
り,こ のメチル水銀 によって修飾 を受 けた蛋 白質はユ ビキチ ン化 を介 した プロテアソームでの分解 によっ
て無毒化 され ると考 え られる。本論文では ヒ トの α)(:34(hα)C34)を高発現 させたHEK293細胞 もメチ
ル水銀 に対 して耐性 を示す ことも確認 してい ることか ら,メ チル水銀 によって修飾 を受 けてユ ビキチ ン化
される蛋 白質 をヒ ト細胞 中で同定 で きれば,ヒ トにおけ るメチル水銀 の細胞内標 的分子 の解明 に もつ なが
るもの と思 われる。実際 に本論文 ではその蛋 白質の検 索 も行 い,候 補 となる2種 の蛋 白質の同定 に成功 し
ている。
本論文 で得 られた知見 はメチル水銀毒性の発 現機構 とそれに対 する防御 機構解 明の突破 口 ともな り得 る
重要な ものであ り,そ の学術 的価値 は極め て高い。 よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 に相応 しい
もの と判 断 し,合 格 と認 める。
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